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RESUMEN

Pic(Proteina Involucrada en la Colonizacién), es una serina proteasa secretada por
Fscherichua coli Enteroagregativa (EAEC) v Shigella flexneri 2a, la proteina tiene un peso
molecular de 114 kDa, posee actividad de mucinasa y capacidad para degradar el
complemento. Estudios previos sefialan que las cepas EAEC productoras de Pic se han
relacionado con cuadros de diarrea con sangre v diarrea aguda. Esta proteina pertenece a la
familia SPATEs (Serine Protease Autotransporters of the Enterobacteriaceae), proteasas que
se han relacionado con virulencia. Pic presenta homologia con proteinas de la familia como
Pet y la hemogobin proteasa (Hbp) que son secretadas por EAEC y EB1(E. coli de origen
humano) respectivamente, Objetivo: determinar la actividad biolégica de Pic considerando
las propiedades descritas para Pet y Hbp. MATERIAL Y METODOS La proteina Pic se
purifico a partir de la clona P56, para determinar su secuencia aminoterminal v evaluar su
actividad biologica. La actividad citotoxica de la proteina se analizo en 4 lineas de células
epiteliales en cultivo (HEp-2, Hela, Vero y CHO). Membranas purificadas de eritrocitos se
inocularon a diferentes tiempos y con diferentes concentraciones de Pic para determinar la
capacidad de Pic para degradar la espectrina. Hemoglobina de origen humano y de bovino
se inocularon a diferentes tiempos y con diferentes concentraciones de la toxina para evaluar
la capacidad de Pic para romper sus cadenas alfa y beta. Con anticuerpos anti Pic y PMSF
(inhibidor de serin proteasa) se realizaron ensayos de neutralizacién e inhibicién del efecto
sobre la hemoglobina. Para buscar un probable receptor del complejo Pic-hemina se
utilizaron proteinas de membrana externa de diferentes bacterias. RESULTADOS Y
DISCUSION. La proteina se obtuvo pura después de diferentes tratamientos. Al analizar la
secuencia de aminoacidos de Pic purificada, se encontré que esta correspondia con Ia
reportada previamente en el Gene Bank (AF097644). El ensayo de actividad citotoxica; Pic
solo era activa a concentraciones altas. Aunque Pic indujo degradaciéon de la espectrina, el
efecto fue moderado, vy solo con concentraciones altas (10pg) v en tiempos prolongados de
incubacién (12 horas). En el ensayo con hemoglobina, Pic rompié la hemoglobina en sus
cadenas oo y B a tiempos cortos (una hora) con una concentracién de 1.25ug efecto semejante
al inducido por Hbp. La actividad de Pic sobre la hemoglobina fue inhibida con PMSF, lo
que confirma que el motivo de serin proteasa es el sitio activo de la proteina. Se idenfificé en
una proteina de membrana externa probablemente de aproximadamente 20kDa la cual
podria ser el receptor del complejo Pic-hemina. Los resultados obtenidos muestran que Pic
presenta actividad biolégica diferente a la que se ha descrito en Pet, sin embargo, comparte
propiedades con Hbp. Esta ultima caracteristica podria relacionarse con un mecanismo
alterno de EAEC para la captura de fierro, propiedad que en conjunto con los que
previamente se han descrito para Pic contribuye a la participacién de la proteina en la

colonizacién de EAEC.
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CAPITULO

INTRODUCCION

Las diarreas son una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en

México. La Encuesta Nacional de Salud realizada entre 1985 y 1990, reportd que

Sl vicAIiLU DT

resentan de 100 a 110 millones de eventos
una incidencia de cuatro episodios al ann en menores de cinco anos y de uno en
los de mayor edad (Direccion General de epidemiologia 1980-1992 ) El estudio
muestra ademas que en el § 2% de las diarreas estudiadas existe la evidencia de

sangre en heces, 9.2% de los nifos presentaron diarrea persistente, y el 81.3%

diarrea aguda liguida (SSA. 1988)

Diferentes estudios epidemioldgicos sefialan la participacidon de las enterobacterias
como agentes etioldgicos de |a diarrea; entre los mas importantes se encuentran
Salmonella, Shigella, Campyobacter y en una alto porcentaje Escherichia cofi

(Cravioto y cols 1987, Sepulveda y cols. 1990)
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Escherichia coli. AGENTE CAUSAL DE DIARREA

Escherichia coli (E. coli) es uno de los principales agentes bacterianos
relacionados con la etiopatogenia de la diarrea tanto en paises industrializados

como en aquellos en procese de desarrollo (Levine y cols, Nataro y cols 1998)

Theodore Escherich, bacteridlogo aleman, fue quien primero describid a esta
pacteria a la cual denomind Bacterium coli cormmune. El primer aislamiento del
microorganismo lo realizd de las heces de un infante sano, sin embargo, desde sus
primeras observaciones propusc la posible participacién de la bacteria en la
produccion de diarrea. Lo anterior, sin embargo, no se aceptaba por el hecho de
que el microorganismo se aislaba tanto de las heces de nifios sanos como de
aquellos con cuadros clinicos de diarrea La participacion de la bacteria como
responsable de infecciones extraintestinales también fue sefialado por Escherich

guien observd que frecuentemente era responsable de infecciones urinarias

principalmente en nifias (Wasterson y cols. 1891).

No obstante que la primera descripcion de la bacteria ocurrid en el siglo XIX, fue

hasta finales de |a década de los afios cuarenta de |a pasada centuria en que se
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pudo establecer plenamente la participacion de £ cofi como patdgeno causante de

diarrea.

De acuerdo al manual de Bergey's el microorganisme forma parte de ia familia
Enterobacteraceae dentro de la tribu Escharichieae; la cual incluye los géneros
Escherichia y Shigeffa. El género Escherichia comprende las especies de £ cof,
E hermanni, E blattae, E. vulners y E. fergusonni. Por técnicas de hibridacion del
DNA se ha logrado establecer que los géneios Shigelfa y £ coli estan relacionados
estrechamente, sin embargo, la separacion entre las dos especies se ha
mantenido principaimente por razones practicas. £ coli es la especie del género
que mejor se conoce en relacidon a su capacidad patdgena, las 4 especies
restantes se estan estudiando para determinar su participacion en la produccion de

enfermedad (Brenner y cols, 1978; Farmer y cois, 1985, Krieg y cols, 1984 )

E. coli de la biota normal del infestino participa de manera importante para el
correcto funcionamiento fisicldgico del misma. Sin embargo, no obstante el
importante papel que tiene la bacteria para mantener la homeostasis del
organismo, hay clonas patégenas causantes de enfermedad (Nataro and Kaper,
1998b) Debido a caracteristicas propias de la bacteria como son, varios factores

de virulencia, gue ocasionan diversos sindromes clinicos, su variada distribucién

T Thal CON
FALLA DE ORIGEN




INTRODUCCION 4

epidemiologica, y la diversidad antigenica, se ha agrupado a £. coli en diferentes
tipos patogenicos. Las categorias de £ cofi causante de diarrea actualmente
aceptadas son: E. cofi enterotoxigenica (ETEC), £ coli enteroinvasiva (EIEC), E
coli enteropatogena (EPEC), £ coli enterohemorragica (EHEC), E coli

enteroagregativa (EAEC) vy £ cofi con adherencia difusa (DAEC)



CAPITULOI

ANTECEDENTES

Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) se define como una bacteria que se
adhiere a células HEp-2, en un pairdn en el cual las bacterias se adhieren a
celulas apilandose y formando agregados tanto en el citoplasma como en la
superficie del vidrio de la preparacion (Nataro y cols, 1985) EI patrén de
adherencia a células HEp-2 diferente al localizado y difuso, descritos previamente
{Scaletsky y cols, 1984), en conjunto con informacién epidemiotdgica, que sefalaba
la asociacion entre £. coli con adherencia agregativa, y con cuadros de diarrea
principalmente en nifos (Cuadro 1), dio lugar a que se integrara en el grupo de

cepas causantes de diarrea (Bhatnagar y cols, 1993, Nataro y cols, 1998a).

La importancia de EAEC como responsable de diarrea se ha descrito

principalmente en paises en desarrollo. En |la India se han reportado al menos seis
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estudios que incluyen pacientes hospitalizados con diarrea persistente (Bhan,
1988) pacientes que visitaron clinicas de salud (Bhatnagar y cols, 1993) y casos de

diarrea esporadica detectada en casas con hacinamiento.

En el continente americano especificamente en Brasil, se ha asociado a EAEC con
88% de los casos de diarrea persistente (Fang y cols, 1995), en México {(Cravioto y
cols, 1991),en Bangladesh (Henry y cols, 1996) y en Chile (Nataro y cols, 1987) se

le ha asociado ademas con casos de diarrea esporadica

Estudios recientes seftalan que EAEC también se ha aislado en m.uestras de heces
de pacientes de paises indusfrializados. En Alemania (Huppertz vy cols, 1997),
Espafa (Vila y cols, 2000) y el Reino Unido (Chan vy cols, 1994; Knuttan y colis,
2001) existen repories de su participacion en cuadros de diarrea del vigjero en

brotes de diarrea.
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CUADRO 1.

'ENTEROAGREGATIVA (EAEC) CON DIARREA (p < 0.05)

ESTUDIO EPIDEMIOLOGICO ASOCIADO A E. coli

SITIO

SINDROME

T Santiago de Chils
Anapur-Palla, India
Nueva Deli, India

Fortaleza, Brasil

Morelos México

Mirzapoor, Bangladesh.

Fortzleza, Brasil

Nueva Deli, india

Calcuta, India

Teran, Iran

Fortaleza, Brasil
Vellore, India

Wurzberg, Alemania

Caracas, Venezugla

Lwiro, Zaire

Tedas las diarreas

Diarrea persistente

Diarrea persistente
Diarrea persistente
Todas las diarreas,

Diarrea persistente.
Diarrea persistente

Ciarrea persistente
Todas las diarreas

Diarrea Aguda

Todas las diarreas

Diarrea persisiente
Diarrea aguda

Todas las diarreas

138(27%)/513 vs
38(15%)/241a

Todas las diarreas

CASDS DE EAEC vs
CONTROLES

COMENTARIOS

B4 (33%)/253 vs
20(15%)/134°
18(30%)/61 vs
20(10%)/201°

18(20%)/92 vs B(7%/52°
8(20%)/40 vs 2(5%)/38"
78(12%)/636% y

26(51%)/57" vs 5(5%)/100
17(27%)62 vs 5(18%)/28°

8(20% /40 vs 2(5%)/38°

9(21% /42 vs 4(4%)107°

9(329%Y/309 vs
17(17% 100"

AB(AB%)ES vs
13(31%)142°
B0(B%)754 vs
22(4%)/566°
16(2%)/798 vs 0/58C°

138(27%)/513 vs
36(15%)/241*

29(25%)/115 vs 3(8%)/34°

Comunidad y hospitales
Primera descripcion de EAEC
Casas asinadas de nifios £ 3
afios, primera asociacion de
EAEC con DP
Estudic de caso-control de DP
en nifios <2 afios
Nifios £ 5 afios que vivian en
casa asinadas
Nifios £ 2 afios que vivian en
casa asinadas
Nifios < 6 afies que vivian en
casa asinadas ZAEC fueron
aisladas los primeros dos dias
del episodio.
Pacientes < de 28 meses con
DpP
Nifios < 4 afios referidos en un
haspital
EAEC asociados con diarrea
aguda secrstor
a en pacientes pediatricos
hospitalizados
Pacientes pediatricos EAEC
resistente a antibiéticos de
amplio espectro
Pacientes < 2 afios

Facientes < 3 afios con
diarrea < 3 dias
Nifios hospitalizados < 16
anos Primer reporte de EAEC
en uh pals industrializado.
Pacientes < 2 afios con
diarrea = 3 dias. EAEC solo es
asociado en nifics < 2 afios.
Pacientes < 5 afios Primer
reporte de EAEC en Africa,

P

*Todas las diatreas vs sintométicos

®Diarea persistente (DP) vs sinfornaticos

“Diarrea persistents vs diarmea aguda
“Diarrea seoretara vs diarrea invasiva

James P. Nataro, Emerg. Infect. Dis., 1998, 4:261-260
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BROTES DE DIARREA POR EAEC.

El primer reparte de un brote de diarrea por EAEC en el que se vieron afectados 19
ninos se observd en un cunero en Nis, Serbia en 1995 (Cobeljic y cols, 1996). En
doce de los 19 nifios afectados se aislaron cepas EAEC del serogrupe 04
resistentes a multiples drogas. La diarrea persistic de 3 a 9 dias en 16 bebes, y en

tres de ellos se prolongo hasta por 20 dias, ademas en tres de los nifios se

observd moco en [as heces.

Eslava y cols (1993), refleren dos brotes de diarrea persistente en un cunero del
Instituto Nacional de Pediatria. Cinco de los 12 nifios afectados y en los que se le
aislé EAEC murieron a consecuencia de la enfermedad. El estudio post-morten de

estos niflos mostrd lesiones necréticas de la mucosa del ileon.

En Junio de 1996, se reporto un brote de diarrea a causa de EAEC en una villa al
sur de la India, fa fuente de infeccion se asocid con pozos de agua que se

encontraban abiertos, sin embargo, |a bacteria no pudo ser aislada de estos sitics

(Pai y cols, 1997).

En Giju, Japdn (1993), se presentd un brote que afectd 2,697 nii"as de 16 escuelas

después de haber consumido desayunos escolares contaminados con EAEC. El
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serotipo identificados en las heces de los niflos fue O? H10, sin embargo Ia

bacteria no fue aislada de los desayunos analizados (ltoh y cols, 1997).

Cuatro brotes de diarrea en adultos causada por EAEC fueron reportados en el
Reino Unido La cepa implicada fue del serotipo 044 H18, esta se aislo de la red

de agua de un centro de convenciones {Smith y cals, 1994)

CUADRO 2 BROTES DE DIARREA A CAUSA DE Escherichia coli
ENTEROAGREGATIVA.

AR b i i

as

AR AR A A A A A s

'REPORTE PACIENTES ENFERMEDAD
Cunero, Nis, Serbia, 1995 19niies ~ Diarreaacuosa
ingiaterra, 1994 51 adultos Diarrea acuosa por 3-7
dias
Inglaterra, Hotel, 1594 53 adultos Diarrea acuosa por 68 h
Villa al sur de la India, 20 nifios Diarrea acuosa, duracidn
15996 11 dias.
Cunero, México D.F No reportados Diarrea severa; 5 muertes
16 escuelas, Gifu, Japdn 2,697 nifios escolares Diarrea, algunos casos

James P. Nataro, Emerg. Infect. Dis., 1998, 4:251-260.

Poco se conoce con respecto a los mecanismos de patogenicidad de EAEC,
involucrados en la patogenesis de los cuadros clinicos que desencadena. Estudios
realizados por Knutton y cols (1992), mostraron que estas bacterias expresan
cuatro tipos morfoldgicos diferentes de fimbrias, por medio de fos cuales se

adhieren a la mucosa del colon humano Estas fimbrias fueron llamadas HR {varas
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huecas), R {varas), F (fimbrias finas) y FB (haces fibrilares), estas Ultimas han sido
observadas con mayor frecuencia en las cepas EAEC. Nataro y cols (1992)
identificaron fimbrias con diametro de 2 a 3 nm designadas como Fimbria de
Adherencia agregativa | (AAF/I) Los genes para la expresion de la fimbria estan
organizados en dos grupos separados dentro de un plasmido de 60 MDa El
analisis de la secuencia de la region 1 sugiere que AAF/l es miembro de la familia
de adhesinas Dr; denominadas asi por adherirse al antigeno del grupo sanguineo
Dr Enlaregion 2 se encontro un factor transcripcional para |la expresion de AAF/,

el cual presenta homologia con proteinas de la familia AraC.

Sin embargo, utilizando ensayos en microscopia electronica y sondas de DNA

Nataro y cols., encontraron que sdio una minoria de cepas EAEC expresan AAF/I.

Una segunda fimbria llamada AAF/, la cual es diferente tanto morfolégica como
genéticamente a AAF/l, fue identificada Los genes de la fimbria AAF/Il se
encuentran en dos regiones separadas por 15 kb, tipico de las fimbrias La
importancia de las AAFs en enfermedades humanas no ha sido demostrada, sin
embargo, se propone gue juega un papel importante en la adherencia a la mucosa
ya que mutantes en AAF/Il son incapaces de adherirse por largo tiempo (Czeczulin

y cols, 1997)

TESTS CON
| FALLA DE ORigay |
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Hicks y cols (1996) utilizaron un modelo in vitro de cultivo de érgano para estudiar
el fendmeno de adherencia de EAEC, en este observd que las bacterias se
embeben en el moco, formandoe una pelicula. La habilidad de estas bacterias para
adherirse a la mucosa ha sido demostrada in vifro y en voluntarios retados con

cepas EAEC que desarrollaron diarrea (Nataro y cols, 1995).

El examen histopatolégico del tejido intestinal de cerdos gnotobidticos retados con
cepas EAEC de origen humano, mostré la presencia de un gel mucoide cercano a
la zona de adherencia de |a bacteria en el intestino delgado. El analisis de este gel
reveld la presencia de un gran numerc de bacterias agregativas densamente
empaguetadas. Cercano al epitelio intestinal se observd [a abertura de células
caliciformes, sugiriendo un proceso de hipersecresion de moco, ademas de
hiperemia moderada de la porcion distal del intestino delgado y ciego (Tzipori y

cols, 1992)

La formacion de la pelicula de moco y la adherencia, sugiere la probable
participacion en el dafic a la mucosa intestinal. Vial y cols (1988) inocularon cepas
de EAEC vivas en asas ligadas de la porcion ileal del intestino de congjos y ratas,
demostraron que las bacterias dafiaban al epitelio de manera semejante al
inducido por cepas de otros grupos de £ cofi, utilizadas en los mismos modelos

animales El dafo resultante del reto con EAEC mostré acortamiento y necrosis
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hemorragica de las vellosidades intestinales, asociado a una respuesta

inflamatoria intermedia con edema e infiltracion de la submucosa

[.a produccion de moco también se ha observado en necropsias de ileon de nifos
que fallecieron como resultado de la infeccién natural de EAEC (Eslava y cols,

manuscrito en preparacion), y en un estudio en voluntarios retados con cepas

EAEC (Nataro y cols, 1995).

Nataro y cols, (1996.) refieren que la cepa EAEC 042 (044 H18) induce un efecto
citotoxico sobre células T-84 en cultivo ( Células de carcinoma intestinal humano).
Elfos observaron vesiculacion de las microvellocidades intestinales, seguida por
muerte celular y exfoliacion de las ceélulas de la monocapa. Este efecto fue
acompanado por el incremento en la formacion de vacuclas y la separacién del
nlcleo alrededor del citoplasma. El efecto se presentd principalmente en el area en

la que la bacteria se adheria a las células T-84

Todas las observaciones anteriores permiten proponer que el dafio pudiera estar
relacionado con la produccion de factores con actividad tdxica . No obstante que
las lesiones histopatoldgicas observadas son similares a ias causadas por cepas
EHEC, al realizar ensayos de hibridacién con sondas especificas para identificar

bacterias productoras de SLT-l (Shiga-like toxin 1) y SLT-II (Shiga-like toxin II), nc
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hubo reconccimiento de DNA en ninguna de las cepas EAEC (Levin y cols, 1987,

Viat y cols, 1988).

Savarino y col (Savarino y cols, 1991, y 1993) al estudiar el plasmido de la cepa
EAEC 17-2, identificaron un fragmento de DNA con un marco de lectura abierto de
4.1 kDa La expresion de este gen corresponde a un peptido de 30 aminoacidos de
aproximadamente 10 kDa Ultilizando el modelo de camaras de Ussing que mide la
conductividad elécirica de las células, se observd que el peptido inducia
incremento tanto en la corriente de corto circuito (Isc) como en la diferencia de
potencial (PD), sin alteracién en la resistencia, lo que se sugirid que el compuesto
era una enterotoxina. Savarino y cols. (1991) encontraron que el peptido de 30
aminoacidos identificado en EAEC tenia homologia con la toxina ST de E cofi
enterotoxigenica, por lo anterior lo llamaron toxina termoestable de E colf
enteroagregativa {(EAST1). EAST1 se ha identificado en el 40% de las cepas
EAEC, sin embargo, se ha encontrado con la misma frecuencia en cepas de
pacientes con cuadros de diarrea que en los de |as personas sanas (Nataro y cols,
1998b). Por otro lado, también se ha observado que cepas de otros grupos de
E cofi, y en particular de EHEC elaboran EAST1, también ha sido reportado que la

toxina se identifico en el 38% de cepas £ cofi no patogenas {Savarino y cols,

1996).
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Baldwin y cols (1992}, describieron una proteina de 120 a 140 kDa obtenida del
sobrenadante del cultivo de diferentes cepas EAEC Esta proteina presentd
reactividad inmunoldgica cruzada con la hemolisina alfa producida por cepas £
coli Al realizar ensayos sobre cultivos de células HEp-2, los autores observaron
que se inducia un incremento en los niveles intracelulares de calcio, efecto

relacicnado con darfo al citoesqueleto de las células.

Eslava y cols (1993), reportaron que cepas EAEC elaboraban dos proteinas con
peso molecular aproximado de 116 y 108 kDa respectivamente. Ambas proteinas
fueron reconocidas tanto por el suero de nifios infectados naturalmente como por
el de voluntarios retados con cepas EAEC El empleo del modelo de asa ligada de
intestino de rata, inoculadas con ambas fracciones proteicas permitié observar que
estos inducian lesiones intestinales de tipo hemorragico-inflamaterio, similares a
las identificadas en el intestino de nifios fallecidos a consecuencia de diarrea

severa asociada con el aislamiento de cepas EAEC.

Los hallazgos de Eslava y cols, sugieren que alguno de estos componentes (116 y
108 KDa) secretados por diferentes cepas EAEC, pudieran ser el o los

responsables del dafio intestinal y de |a diarrea consecuente, desencadenada por

la infeccion de este grupo bacteriano
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En un estudic en el que se analizo la expresion de estas proteinas en cepas EAEC
aisladas de nifios con diarrea y sin diarrea en México (Hernandez y cols, 2001). se
encontrd gue en |os nifios sin diarrea solo 2/43 (46%) y 5/43 (11 6%) producian
las proteinas de 116 y 108 kDa respectivamente Con relacién a las cepas de nifios
cen diarrea se observo que 37% expresaron la proteina de 116 kDa y 30% la de
108 kDa. El analisis estadistico de estos resultados, maostro diferencia significativa
al remplazar entre las cepas EAEC aisladas de nifios con diarrea y los de los
controles observandose una P=0.0001 para la proteina de 116 kDa y P=0.027 para
la de 108 kDa. Un analisis similar, pero en cepas EAEC aisladas de nifios con
diarrea con presencia de sangre, mostré diferencia estadistica significativa

(P=0 0002) Unicamente en la produccién de la proteina de 116 kDa

El gen que codifica para la proteina de 108 kDa se identifico en el plasmido de
virulencia de 85 MDa de EAEC (pAA), por lo que se denomino a la proteina Pet
(Plasmid encoded toxin) {(Eslava y cols, 1998). Con respecto a la informacion
genética de la proteina de 116 kDa se identifico que esta se encuentra en el
cromosoma de |a bacteria A esta proteina por tener actividad de mucinasa se le
asocio con la colonizacion intestinal de la bacteria por lo que se le asigno el
nombre de Pic (Protein involucred in colonization) {Henderson y cols, 19989). Al

realizar el analisis de ambos genes (Pet y Pic) se observo que presentan una alta
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homologia con la familia de proteinas autotransportadas perteneciente a una
subfamilia con un motivo de serina proteasa conservado (GDSGSP), por lo que se
conocen como SPATES (Serin Protease Autotransporters of Enterobacteriaceae)
(Henderson y cols, 1998) clasificadas en el sistema de secrecion de tipo V de

bacterias Gram negativas (Henderson y cols, 2001)

Estudios sobre la actividad biologica de Pet mostraron gque esta proteina induce
efecto citopatico sobre células en cultivo HEp-2 y HT29 C1, caracterizadas por la
liberacidn de las células de la superficie de contacto, redondeamiento, contraccion
del citcesqueleto y liberacidn de fibras de estres de actina (Navarro-Garcia y cols,
1999), En el modelo de Camara de Ussing, Pet indujo efectos citotoxicos y
eneterotoxicos (Navarro-Garcia y cols, 1998), actividad que depende del motivo de
serina proteasa. Villaseca y cols (2000), demostraron que al agregar la toxina Pet a
membranas de eritrocitos de carnero y a células HEp-2 purificadas, el blanco de
Pet es la espectrina y su homologoe la fodrina, cuyo efecto es la degradacion de las

cadenas o y B, dicha actividad también se relaciona con el motivo de serina

proteasa.

Pic la otra proteina de EAEC tiene una identidad del 98.7% con ShMu, mucinasa

secretada por Shigella flexneri 2a Ademas de la actividad de mucinasa, Pic y
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ShMu inducen resistencia al suero y aglutinan débilmente eritrocitos de algunas
especies (rata, cerdo, conejos, cobayo y cuyo) pero no con eritrocitos de pollo y

humano (Henderson y cols, 1999).

Pic aunque en menor proporcion, también tiene homologia con SepA, EspC, EspP,
Pet y Tsh (Henderson y cols, 1899) Tsh tiene identidad del 99% con Hbp que es
una hemoglobin proteasa de alto peso molecular, identificada en la cepa patégena
de £ cof de origen humano EB1 Hbp y Tsh solo difieren en dos aminoacidos
(Q290K y AB42T). Se ha propuesto que Hbp se une al grupo hemo despues de
degradar la hemoglobina, y utiliza este mecanismo para la captacion del hierro

(Otto y cols, 1998).

En humanos la mayor parte del hierro se encuentra localizado intracelularmente en
forma de ferritina, hemoglobina o el grupe hemo (Mietzner y cols, 1994} En £ coli
se han identificado pequefas proteinas llamadas sideroforos implicadas en el
transporte de hierro Los sideroforos son semejantes a la aercbactina vy
entercbactina proteinas gue compiten por el hierro con transferrina y lactoferrina
(Crosa y cols, 1989). El usar el grupo hemo como una fuente de hierro ha sido

considerado como un determinante de virulencia en diferentes cepas de E. cofl
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CAPITULO Il

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

EAEC es un patdgeno intestinal causante de diarrea, el mecanismo de
patogenicidad, es desconocidoe Existen varios marcadores de virulencia de la
bacteria, entre estos se han descrito toxinas con diferentes propiedades. Pic y Pet,
son serinas proteasas de altc peso molecular que pertenecen a la subfamilia
SPATEs. Pet cuya codificacion antigenica esta en el plasmido induce reareglos del
citoesqueleto asociados con la disrupcidn de la fodrina o su homologo la
espectrina, con respecto a Pic esta se encuentra en el cromosoma tanto de EAEC
como de Shigella flexneri 2a. Estudios previos muestran gue Pic tiene actividad de
mucinasa e induce resistencia al suero. En un estudio epidemiologico realizado en
el laboratorio se encontro que las cepas de EAEC que producian Pic se asociaban
mas frecuentemente con cuadros de diarrea con sangre La explicacion al respecto
es desconocida, por lo gue consideran importante investigar si esta proteasa tiene

propiedades que expliquen su asociacion con dicho tipo de diarrea.
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CAPITULO IV

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar si Pic presenta actividad bioldgica semejante a la descrita en

Pet y Hbp.
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OBJETIVOS PARTICULARES

Purificar Pic y determinar su secuencia amino terminal

Determinar el punto isoelectrico de Pic

Determinar si Pic induce efecto citotdxico sobre diferentes lineas celulares

en cultivo

Evaluar la capacidad de Pic para degradar espectrina

Analizar el efecto de Pic scbre hemoglobina

Obtener anticuerpos policlonales de conegjo contra Pic para neutraliza las

actividades biolégicas indentificadas

Buscar un posible receptor de membrana externa de la bacteria para el

complejo Pic-hemina
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CAPITULO V

HIPOTESIS

Pic es una serina-proteasa de cepas EAEC gue degrada la hemoglobina,
actividad bioldgica que se relaciona con os cuadros clinicos de diarrea

acuosa con sangre inducidos por [a bacteria.
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CAPITULO VI

MATERIALES Y METODOS

BACTERIAS

Se utilizé la cepa pPic (P56) clona minima de expresion de Pic, la cual fue donada
por el Doctor lan R Hederson (Departments of Pediatrics and Microbiology and
Immunology, Center for Vaccine Development, University of Maryland School of
Medicine, Baltimore, Maryland). Se utilizé ademas la cepa HB101 (K12) como

conirol negativo para fos diferentes ensayos realizados.

l.as cepas se conservaron en gelosa especial con 12 ug/ml de tetraciclina, (base
de gelcsa sangre, agar bacterioldgico, extracto de carne pH de 7.4) La pureza de

las mismas se comprob¢ cada vez antes de su uso, por siembra en gelosa sangre
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y agar Mc Conkey de donde se tomo una colonia para los diferentes ensayos

realizados

RENDIMIENTO DE Pic EN CALDO LURIA.

Para la obtencidon dptima de la proteina Pic, |a cepa P56 fue cultivada en matraces
con 200 m! de calde Luria [Bacto triptona (10 g), extracto de levadura (5 g), NaCl
(10 g/l 1y se ajusto el pH a7 0 Se utilizd diferentes extractos de levadura (Merk &
Bioxon) con y sin tetraciclina (12 ug de tetraciclina por ml). Los matraces se
incubaron 18 h. a 37 °C en agitacion continua a 150 rp.m (New Brunswick
Scientific). El cultivo bacteriano obtenido se centrifugo a 12,000 g. (8,000 r.p.m)
durante 30 min a 4 °C (Beakman rotor JA-10), el paquete bacteriano se descarto y
el scbrenadante se sometié a precipitacion con sulfate de amonio al 75% de
saturacién durante 18 h en reposo (4 °C). El precipitado se recupero centrifugando
a 12,000 g (8,000 r p m) a 4°C durante 30 min Se resuspendio v dializé contra una

solucion amortiguada de fosfatos de sodio 0 07 M pH 8.2 (Green y cols, 1955)
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PURIFICACION DE Pic

La cepa P56 se cultive en caldo Luria [Bacto triptona de DIFCO (10 g), extracto de
levadura de Bioxon (5 g), NaCl de Merck (10 g) por cada litro] y se ajusto el pH a
7 0. Se preparo un preindculo sembrando las bacterias en tubos con 3 ml del caldo
Luria, los tubos se incubaron en agitacion {New Brunswich scientific) a 150 rpm
durante 4 ha 37°C De este preinoculo se pasaron 200 ul a matraces conteniendo
200 mi del medio de cultivo Estos matraces fueron incubados a 37 °C por 18 hen
agitacion continua (150 r.p.m), posteriormente fue centrifugado y el sobrenadante

precipitado con sulfato de amonio como fue descrito anteriormente.

El precipitado obtenido se fracciond con una solucién de fosfato de potasio 3.5 M
pH 6.8 (K1/K2) (Bizzini y cols, 1969), a una concentracion final de 1 15 M durante
18 h (4 °C). El precipitado se separo del sobrenadante mediante centrifugacion a
12,000 g (4 °C) durante 30 min El sobrenadante obtenido se dializé contra el

amortiguador de fosfatos de sodio 0.07 M pH 82

El sobrenadante 1.15 M obtenido se sometido a cromatograffa de intercambio
anidnico en Q-Sepharose (Pharmacia Fine Chemical No. 17-0510-01), empleando

una columna de 50 cm de largo por 1.5 cm de didametro ajustando la velocidad de
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flujo a 10 mi/h, para obtener fracciones de 5 ml (colector LKB} La columna se
equilibro con amortiguador Tris-HCl 0 05M en EDTA 0.01 M a pH 80. Las
fracciones proteicas retenidas par la columna de intercambio idnico se eluyeron

aumentando la fuerza ionica del sistema con 0 5 M de NaCl (Murray y cals, 1990)

La concentracion de proteinas se determino por el método de Bradford (Bradford y
cols, 1978), utilizando albimina sérica bovina como estandar, realizando las

lecturas en un lector para placas de ELISA (Microelisa Auto Reader a Dynatech.

MR580) a 575 nm.

La primera y segunda fraccion de elusidon se sometié a cromatografia de
intercambio catidnico en una columna Mono S HR 5/5 (Pharmacia Biotech 17-
0547-01} en un sistema FPLC (Fast-Protein Liguid Chromatography Basic, con dos
pombas P-500 Pharmacia, LKB) Para la separacidn se utilizaron las siguientes
condiciones de corrimiento, 10 min del buffer A (0.05M Tris-HCl en 0.01 M EDTA)
posteriormente un gradiente salino utiizando buffer B (NaCl 1 molar) en un tiempo
de 40 min, manteniendose al 100 % el buffer B por 20 min mas. El flujo fue de 0.5

ml por minuto y se colectaron fracciones de 1 ml, el perfil de elusidn se midié a 280

nm
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ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA (SDS-PAGE).

Las muestras obienidas se analizaron por electroforésis convencional de una
dimension bajo condiciones desnaturalizantes, en geles de poliacrilamida al 10%
con 0.1% de duodecil-sulfato de sodio (SDS-PAGE) en presencia de beta
mercaptoetanol (Ausubel y cols, 1987, Leammli y cols, 1970). Las dimensiones del
gel separador fueron de 5.5 cm de altura por 075 cm de espesor (5 X 0.75) En
cada pozo del gel se colocaron 20 ug de proteina (precipitadas con sulfato de
amonio al 75% de saturacion o al 115 M con Buffer de fosfato de potasio)
gjustando a un volumen final de 35ul, en el caso de las muestras obtenidas de la
cromatografia se colocaron 20ul de cada una de las fracciones Para el corrimiento
se utilizd un voltaje constante, 100 para el gel concentrador vy 200 para el
separador, con un amperaje variable. El peso molecular de las fracciones se
calculd al medir la migracién de los marcadores de peso molecular conocido
(Sigma Chemical, St. Louis, Missouri) utilizados para tal propdsito (Weber, 1969},
posterior a la tincidn del gel con azul de Coomassie R-250 (Sigma Chemical, St
Louis, Missouri). En los ensayos de actividad de la hemoglobin proteasa de Pic se
utilizé una electroforesis en condiciones no reductoras, bajo tas mismas

condiciones de corrimiento
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SECUENCIA AMINO TERMINAL

Para asegurarnos que se trabajaba con la misma proteina reportada en el
Genbank (No de acceso AF097644) por Henderson y cols (1999), se realizo la
transferencia de la proteina Pic a una membrana de difluorure polivinito (PVDF) 0 2
um {BIO-RAD 162-0184) {Towbin y cols, 1979), la proteina se visualizo tifendo la
membrana con rojo de ponceau, la banda correspondiente al peso molecutar de
Pic se mando al laboratorio de Bioquimica de la Facultad de Medicina UNAM para

sU sencuenciacion.

La secuencia N-terminal fue determinada por una degradacion Edman
automatizada sobre una fase de gas en un secuenciador de proteinas LLF 3000,
(Beckman instruments), equipado con una linea Beckman System Gold a un
sistema de cromatografia de alta resolucian (HPLC). El equipo de HPLC incluye un
modelo de bomba 126 y un detector con una longitud de onda de 268 y 283 nm por
sefial y referencia, respectivamente. La columna fue Beckman Spherogel Micro
PTH (2 por 150). Los reactivos estandar de secuenciacion Beckamn fueron usados

para el andlisis (Villaseca y cols, 2000)
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ANTICUERPOS POLICLLONALES

Inmunizacion de animales

Para obtener anticuerpos especificos contra la proteina en estudio, las fracciones
que eluyeron en la primera fraccién de la cromatografia en Q-sefarosa (Pharmacia
fine Chemicals) se sometieron a SDS-PAGE en gradientes discontinuos (8 y 8% de
acriltamida) (Ausubel y cols, 1987) La banda obtenida que correspondia a la
proteina en estudio se visualizo con cloruro de potasio 0. 1M para poder separarlo
dei gel sin que llevara contaminantes. El fragmento de poliacrilamida con la
proteina correspondiente se homogeneizo utilizando una jeringa y pasandolo
atraves de agujas de diferente calibre para inocularla a los congjos. Se
administraron cinco dosis por via subcutanea en el dorso de dos conejos de raza
Nueva Zelanda de 2 meses de edad, a intervalos de 15 dfas Previa a la
iInmunizacién se tomo una muestra sanguinea de cada conejo vy el suero obtenido

se utilizd como testigo negativo.
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Purificacion de anticuerpos

L.os conejos inmunizados y previa anestesia con éter, fueron exanguinados a
blanco por puncién cardiaca, la sangre obtenida se dejo coagular durante 3 h a
temperatura ambiente, el coagulo formado se removid con un aplicador de madera,
y los tubos se dejaron toda la noche a 4 °C para lograr la contraccion del coagulo.
Los tubos se centrifugaron a 1200 g durante 30 min a 4 °C (Sorvall. Rt 6000D.
Dupont) para recuperar el suero. La gamma globulina del suero se recupero
precipitando con sulfato de amonio al 50% y 33% de saturacion (Green y cols,
1955) Para eliminar el exceso de suifate de amonio los precipitados obtenidos se
dializaron contra PBS pH 7.4 a 4°C, efectuando dos cambios diarios durante 3
dias Los anticuerpos de clase IgG se obtuvieron empleando una columna de

intercambio ionico (Q-sepharose) (Murray y cols, 1990)

INMUNOELECTROTRANSFERENCIA {Western blot)

Se realizd la inmunotransferencia por ef método de Towbin y cols (1979),
utilizando 200 miliamperes (mAmp) constante y voltaje variable durante 3 h. Las

proteinas se transfirieron a papel de nitrocelulosa (Millipore HAHY304FQ)
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postericrmente se lavaron con 0.01M Tris-HCl en 0 15 M NaCl pH 7 4 (TBS). Los
espacios vacios se bloquearon utilizando leche descremada al 5% en TBS seguido
de 3 lavados con TBS conteniendo C.05% Tween 20 (TBS-Tween) Para visualizar
se empleo la gammaglobulina obtenida del suero de los conejos inmunizados
contra Pic a una dilucion 1250 (en teche descremada al 5%) incubando a
temperatura ambiente una hora en agitacion. Al finalizar se realizaron 3 lavados de
10 min con TBS-Tween Para revelar la reaccion se utilizé anti IgG de congjo
marcada con peroxidasa (Kirkergaard & Perry Laboratories, Gaithersburg, Md) a
una dilucion de 1.3000 (en leche descremada al 5%), incubando una hora. Se lavo
3 veces mas con TBS-Tween y finalmente se lavo una sola vez con 0.01M Tris HCI
pH 6.8 (TB) durante 10 min Para hacer visible [a reaccidn se utilizé 4-cloro 1 naftol
como sustrato (Stigma Chemical. St Louis Missouri) mas H.0, ( J T Backer). La

reaccidon se paro con agua corriente una vez gue aparecieron las bandas

coloreadas
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PUNTO ISOELECTRICO

La proteina semipurificada (fraccion obtenida de Q-sepharosa) se liofilizd y se
resuspendio en la solucidon “A” de O'Farrel. (urea 95 M, NP-40 al 2%, B-

mercaptoetanol al 5% y anfolinas pH de 3 5-10 al 2%).

La electroforesis bidimensional se realizé en geles de poliacrilamida de acuerdo al
procedimiento descrito por O Farrel (1975). La composicién de los geles fue  Urea
9 16M, Acrilamida 3.7% Bisacrilamida 0 2%, NP-40 al 2% vy 5% de anfolinas de un
rango de pH entre 35 a 10 La polimerizacion de los geles se catalizd al agregar
persulfato de amonio y Temed a las concentraciones finales de 0.01% y 0 07%
respectivamente. Durante la polimerizacion de los geles se pusieron 20 ul de Urea
8M sobre la mezcla y se dejaron polimerizar por espacio de una hora. Después se
reemplazo la Urea 8M por la solucién “A” de Q'Farrel y sobre esta se pusieron 10
ul de agua desionizada Al terminar la hora se agregaron las soluciones del anodo
y del catodo. Para el catodo se utilizd NaOH 0 02M desgasificada y para el &nodo
H:PO4 0.01M Tres geles cilindricos se precorrieron 15 min a 200 voitios, 30 min a
400 voltios y 30 min a 600 voltios. En seguida se retird [a solucion de NaCH vy la
solucion A, y se aplico la muestra de proteinas (100ug) a dos de ellos y sobre esta

se adicionaron 10 pl de solucidén K (Urea 9 M y anfolina 1%). La camara se volvid a
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llenar con NaOH 0 02M v la electroforesis se desarrollo a 600 voltios por 15 hy a

800 voltios por una hora.

Al final los geles se sacaron de los tubos por medio de presidn de aire con una
jeringa, a continuacion los geles se equilibraron con 10 ml de solucién de O Farrel
(Tris-HCI1 0.0625 M pH 6 8, B-mercaptoetanol al 5%, glicerol al 10% y SDS al 2.3%)
por una hora Los geles que se utilizaron en la segunda dimension se prepararon
en las mismas condiciones gque los geles de poliacrilamida en condiciones

desnaturalizantes (SD3-PAGE al 10%)

lLos geles cilindricos se unieron al gel concentrador con ia misma mezcla de
pcliacirilamida al 5%, adicionando una gotas de buffer de corrida (Laemmili) como

marcador del frente de migracion

Uno de los geles se tific con azul de coomasie y el otro se utilizé para transferir las
proteinas separadas a una membrana de nitrocelulosa (Millipore Co HAHY304F0)
para posteriormente realizar una inmunodeteccion con anticuerpos especificos

contra Pic, como fue descrito anteriormente
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El gel cilindrico sin muestra se corto en fragmentos de 1 cm y se coloco en una

solucion de cloruro de potasio al 1% para posteriormente medir el pH

OBTENCION DE MEMBRANAS DE ERITROCITOS DE CARNERO.

Se utilizaron 30 ml de sangre de carnero estéril, a este se le adicionaron 5.3 mi de
buffer de fosfato isotdnico (310 mosM) mezclandolo suavemente por 10 min Se
centrifugo a 1200g por 10 min a 4 °C en tubos falcon de 50 ml, con una pipeta
Pasteur se removio el plasma para obtener el botdn de células rojas. Las células
obtenidas se tavaron 2 veces con 20 mi de buffer isotdnico mezclando por
inversion suavemente, posteriormente se centrifugo durante 10 min. a 1200g (4
°C) El botén de células se suspendio en 5 ml de buffer isoténico v se le adiciono
25 ml de buffer de fosfate hipotdnico (20 mosM) agitando suavemente la
suspension El lisado obtenido se centrifugé a 20,000g por 40 min (4 °C). Se
elimind el sobrenadante y se lavo 5 veces mas con buffer hipoiénico seguido por
una centrifugacion a 20,000g por 20 min 4 °C  Después del Ultimo lavado el botdn
abtenido se resuspendio en 4 ml de buffer de fosfato isotonico (Hanahan, 1974)

La concentracidn de proteinas de la muestra se determind por el método de

Bradford (Bradford y cols, 1976)
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ACTIVIDAD DE Pic SOBRE MEMBRANAS DE ERITROCITOS DE

CARNERO

Las membranas de eritrocitos purificadas (10 pg ) se incubaron con Pic (5 nLg)
ajustando el volumen a 100 ul con PBS pH 7 4. Se realizé una cinética de tiempo a
las 3,6, 12, 18 y 24 h. a 37 °C en agitacion a 100 r.p.m (New Brunswick Scientific),
la reaccion se detuvo al agregar buffer de Laemmli. En cada ensayo se emplearon
como controles proteina Pic y por otro lado membranas de eritrocitos, sometidos a

las mismas condiciones del ensayo.

Todas las preparaciones se sometieron a electroforesis (SDS-PAGE al 6%) en
geles de 14 5 cm por 12 cm. Las condiciones de corrida fueron 40 mAmp para el
concentrador y 60 mAmp el separador. Los geles se tifleron con azul de

Coommasie R-250 para observar |as fracciones proteicas obtenidas

Para analizar el efecto de Pic sobre la espectrina (Villaseca y cols, 2000} se
transfirieron las fracciones separadas sin tefiir a una membrana de nitrocelulosa
(Millipore Co.) durante 8 h a 200 mAmp La reaccién se visualizo utilizando
anticuerpos de conejo preparados contra las cadenas o y B espectrina (Sigma

Chemical Co.) a una dilucién de 107 Los anticuerpos anti lgG conejo obtenidos en
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cabra {1 3000) conjugados con peroxidasa { Kirkergaard & Perry Laboratories,
Gaithersburg, Md), se utilizaron para identificar la reaccidn, posteriormente se

reveld bajo las condiciones descritas anteriormente.

ENSAYOS DE NEUTRALIZACION

Las fracciones purificadas de Pic (5 pg) se pusieron en contacto con los
anticuerpos especificos contra la proteina (10 ug ) durante 3 h a 37 °C La mezcla
se utilizd para tratar fas proteinas purificadas de la membrana de eritrocitos de

carnero, (10ug) incubando por 18 h a 37 °C en agitacion constante 100 r.p.m (New

Brunswick Scientific)

El efecto de neutralizacion se observo al analizar las preparaciones en un gel de
poliacrilamida SDS-PAGE al 6%. de 14.5 cm por 12 cm, tefiido con azul de

Coomassie.

La participacion del motivo de serina proteasa, se evallo mezclando la toxina con
fenilmetilsulfonil fluoruro 2 mM (PMSF) (Sigma Chemical Co ) y agregando ésta a

10 1ig de membranas de eritrocitos de carnerc. La mezcla se ajusto a un volumen
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final de 100 pl, y se incubd a 37°C por 18 h Transcurrido este tiempo se adiciond a
la muestra 50 ul de buffer de Laemmli para finalmente realizar una electroforesis

en gel de poliacrilamida al 6% SDS-PAGE gue se tiflo con azul ae Coomassie

EFECTO DE Pic SOBRE CULTIVOS CELULARES

Las monocapas de células HEp-2. Hel.a, VERQ y CHO cultivadas en placas de 96
pozos se inocularon con Pic a diferentes concentraciones. Previamente, las celulas
se cultivaron en medio minimo esencial (MEM), suplementados con 10% (v/v} de
suero fetal de ternera (inactivado a 56 °C por 30 min} 2 mM de L-glutamina, 10 miv
de HEPES 0075% (p/v) de bicarbonato de sodio y una mezcia de antipidticos
(penicilina, estreptomicina a una concentracién final de 100 U/ug/ml) Las celulas
se crecieron en una atmosfera al 90% de humedad, en presencia de una mezcla

de CO; 0, (5%:20%, [v/v]) a temperatura de 37°C (Brown y cols, 1997)

Una vez obtenidas las monocapas con un 70% de confluencia las células se
lavaron con PBS pH 7 4 estéril antes de ser tratadas con Pic. Frevio al ensayo, la
proteina purificada fue diluida en medio minime esencial sin suero y sin antibiotico

a las concentraciones de 50, 25, 125, 100, 675, 5.0, 25, 125 pg/ml en un
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volumen final de 100 ul - La toxina en las diferentes concentraciones se agregé a
los pozos de cada una de las lineas celulares y se incubé a 37 °C en una estufa de
CO, El efecto se analizd a las G, 3, 6, 12, 18 y 24 h. (Villaseca y cols, 2000),

finalmente las células se fijaron con metanol y se tifieron en colorante de Giemsa.

ACTIVIDAD DE Pic SOBRE LA HEMOGLOBINA.

Para el ensayo de degradacion de hemoglobina se utilizd Jla metodologia

la proteasa Hbp (Otto y cols, 1998) Una mezcla que contenia 10

1]
=5
4]

g de Pic purificada se mezclo con 10ug de la hemoglobina (hbj diluida en buffer
de fosfato de sodio 0.1M pH 6.0, y se incubd por 4 h a 37 °C Como controles se
utilizaron hb (10 ug) y Pic (10 ug) sometiendo a las mismas condiciones. Para
determinar el efecto de la concentracién de la toxina se mezclaron 10ug de hb con
40, 20, 10, 6, 25 y 125 pg de Pic bajo las mismas condiciones de incubacion
También se analizd |la actividad de Pic sobre diferentes concentraciones de hb,
para esto se mezclaron 10ug de toxina con 10, 20 y 30ug de hb Se realizo una
cinética de tiempo para evaluar el efecto inducido por Pic sobre la hb. En este
ensayo se utilizaron 10ug de Pic gue se mezcilaron con la misma cantidad de hb,

La mezcla se incubo a 37°C por a 1, 2 4, 8, 12 y 24 h, la reaccidn fue detenida
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congelando las muestras. Con el mismo ensayo se evallo la participacion del
motivo de serina proteasa de Pic sobre la actividad inducida en la hb Para tal se
utilizd PMSF (0.2uM} que se incubd con 10ug de Pic, esta mezcla se adiciond a
10ug de hb y se procedid de la forma descrita previamente Las muestras se
ajustaron a un volumen de 100ul con buffer de fosfato de sodio 01 M pH 6.0, un
valumen de 50ul de muestra se inyecté a un gel de poliacrilamida 10% en
condiciones no desnaturalizantes. Para observar el efecto sobre la hemoglobina,
los geles de poliacrilamida se incubaron con la solucion de sustrato para
quimiatuminicencia {(Western blot Chemiluminescence Reagent Plus de NEN;) por 1
min Para evalua n rociado de peroxido de hidrogeno (37%),
e inmediatamente el gel se coloco sobre una pelicula de rayos X (Fuji Film) dentro
de un casette de exposician con intensificador de imagen durante 10 segundas

Finalmente, se reveld la pelicula y se observd la imagen obtenida. Un segundo gel

con &l mismo nimero y tipo de muestra se tifio con nitrato de plata.

UNION DE Pic AL GRUPO HEMO

Por cromatografia de afinidad se analizd la especificidad de unién de Pic a la

hemina. Concentraciones de 50, 40, 30, 20, 10 y 5 ng de Pic diluidas en 100ul de
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PBS fueron mezcladas con 100 ul de agarosa hemina (Sigma Chemical). La
mezcla fue incubada toda la noche a 4 °C. La agarosa-hemina fue colectada por
centrifugacion a 10,000 rp m. durante 5 min, y lavada 6 veces con PBS pH 7 4
Las proteinas retenidas en el gel-matriz fueron efuidas de la resina con buffer de
Laemmli. Las proteinas eluidas fueron analizadas por SDS-PAGE al 10% vy tefiidas
con azul de Coomasie R-250. Para corroborar 1a unién de Pic a la hemina las
proteinas separadas por SDS-PAGE fueron transferidas a una membrana de
nitrocetulosa y analizadas por westemn-blot con anticuerpos especificos contra Pic
{1 250). Para visualizar la reaccion se siguid el procedimiento previamente descrito

(Otto vy cals, 1988)

IDENTIFICACION DE UN POSIBLE RECEPTOR PARA EL COMPLEJO

Pic-HEMINA.

La cepas 042 y la clona P56 se crecieron en caldo Luria (LB) y caldo Luria tratado
con 20 g/l de Chelex 100 (resina de intercambio ionico, Biorad) para eliminar el
fierro del medio La mezcla caldo resina se incubo por 2 h a 4 °C en agitacién. La
resina se elimino por filtracion, utilizando un embudo buchner con doble papel filtro

(Wathman No. 1) El medio se distribuyo en matraces de 500 mi, colocandole la
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mitad del volumen y en tubos de ensayo con 3 ml cada uno Todo el material

utilizado se lavo con detergente neutro y se seco a 121 °C por 1 hora

Las cepas ( 042 y P56) fueron inoculados en 3 mi de LB y LB tratado por 4 h a 37
°C en agitacion {120 r pm } De estos Ultimos se tomaron 250 ul de cada uno y se
inocularon en un matraz con 250 ml del medio de cultivo correspondiente. Se
incubaron durante 18 h a 37 °C en agitacion (120 rp.m.). Ambos cultivos se
centrifugaron a 8000 g, 30 min. a 4 °C, el paquete bacteriano se resuspendio en 2
m!| de Hepes 10 mM pH 7 .4 y se rompieron las célutas por sonicacion, con 5 pulsos
de 30 segundos a 50 watts y 20% salida (Vibra cell). La suspensién se centrifugd
por ultracentrifugacién 20,000 g 10 min. 4 °C (Sorvall RC MROEX). £l boton de
membranas citoplasmaticas se solubilizd en 800 ul de sarcosyl al 1% en Hepes, en
agitacion suave y a temperatura ambiente por 30 min ; nuevamente se centrifugd a
20,000 g. 30 min y el paguete se resuspendio en Hepes 200ul y se conservd a -80

°C {Osborn y cols, 1974) El perfil de proteinas se analizd en SDS-PAGE al 15%

tiféndolo con plata
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DETECCION DEL POSIBLE RECEPTOR DE MEMBRANA.

Las proteinas de membrana externa de ia bacteria separadas en SDS-PAGE se
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa. La membrana con las proteinas
transferidas se bloquearon con leche descremada al 5% en PBS y posteriormente
se incubaron con cada una de las siguientes muestras: complejo Pic-hemina, Pic
sola y hemina sola Las membranas con cada una de las muestras se incubaron
por una hora a {emperatura ambiente Posteriormente las membranas se lavaron 3
veces (5 min c/u) con PBS-tween 0.5% Para visualizar el posible receptor las
membranas se incubaron con anticuerpo anti-Pic (1.250) y se reveld con anti-IgG
de conejo (Kirkergaard & Perry Laboratories, Gaithersburg, Md), marcada con
peroxidasa (1 3000) Para evaluar los falsos positivos se utilizaron membranas que
se incubaron unicamente con el primer anticuerpo o el sequnds anticuerpo Para
visualizar la reaccion se utilizd quimicluminicencia (Western  blot

Chemituminescence Reagent Plus de NEN) como fue descrito anteriormente.



42

CAPITULO VI

RESULTADOQOS

CONDICIONES DE CULTIVO PARA LA PRODUCCION DE

TOXINA.

La produccidn optima de la toxina (Pic) se analizd empleando caldo Nutritivo y
medio Luria El analisis de rendimiento mostré que el caldo Luria sin tetraciclina
era mas efectivo para |la expresion de la toxina. Un aspecto mas gue fue analizado,
se relacioné con el origen del extracto de levadura con el que se preparo el caldo
Luria. Para tal se probaron extractos de Levadura de los laboratorios BIOXON y
Merk, en este ensayo se observd que el extracto de levadura BIOXON

incrementaba los niveles de expresion de Pic (Cuadro 3)
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PURIFICACION

Los diferentes procedimientos de precipitacion (sulfatc de amonio y amortiguador
de fosfato de potasio k1/k2 175M) favorecieron de manera importante el
erviguecimiento de Pic. ya que muchas proteinas de bajo peso molecular se
eliminaron (Fig 1} La cromatografia en Q-sepharose mostrd un perfil con tres
fracciones de elusion, el analisis electroforetico (SDS-PAGE) de estos reveld que
Pic eluia en la primeras fracciones (Fig 1 y 2) El tratamiento de las proteinas

eluidas de las columna de Q-sepharcse mediante el sistema de alta resolucion

. permitic obtener una sola fraccion proteica (Fig 1 vy 3). Utilizando  un

ensayo de electroinmunotransferencia y anticuerpos anti Pic se comprobo que la

fraccion obtenida correspondia a Pic (Fig 3).

El rendimiento final en el procesc de purificacién se calculo al determinar la
concentraciéon de proteinas totales obtenidas en cada uno de los pasos de
purificacion Los resultadcs mostraron que en la primera etapa de purificacion se
recuperaron 62.1 mg de proteina total, los que en la Ultima fase de purificacién

dieron 355ug de protefna pura, que, corresponde a un rendimiento del 0.6%.
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ANTICUERPOS POLICLONALES CONTRA Pic.

La obtencidon de anticuerpos contra Pic se realizd utilizando fragmentos de
poliacritamida que contenian la proteina parcialmente purificada Se requirieron 4
dosis administradas a intervalos de 7 dias, para obtener un buen nivel de
anticuerpos. El suero precipitado con sulfato de amanio permitié obtener la fraccién
de gamma globulina la cual al ser evaluada mostrd capacidad para reaccionar con

Pic hasta una dilucion de 1.500.

CARACTERIZACION

PUNTO ISOELECTRICO

El punto isoelectrico (Pl) se determind por isoelctroenfoque. Se obtuvieron dos
puntos en el intervalc de pH 7 2 en el drea correspondiente al peso molecular de
Pic (Fig 4). Lo anterior se corrobord mediante inmmunoelectrotransferencia
utilizando anticuerpos anti Pic En éste se encontrd que los puntos observados en

SDS-PAGE eran reconocidos por los anticuerpos El que se hayan detectado dos
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fracciones en el mismo punto plantea la posibilidad de que Pic presente isoformas

(Fig 5)

SECUENCIA DE AMINOACIDOS

Se realizd la secuencia de aminoacidos de Pic para evaluar si la proteina
purificada se obtuve de la clona P56 correspondia a la secuencia de aminodcidos
deducida de la secuencia de bases del gen El resultado mostrd la secuencia
AIVRSDIAYQIYRDFAXN de la porcidn aminoterminal gue corresponde en el 100%
a la citada en el Genbank con el numero de acceso AFC097644 (Henderson y cols,

1989) Con este dato consideramos que todos los estudios sobre Pic se realizaron

con una fraccidn pura de la proteina.
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ACTIVIDAD BIOLOGICA

EFECTO SOBRE MEMBRANAS DE ERITROCITOS DE CARNERO.

Los resultados de actividad de Pic sobre las membranas de eritrocitos mostraron
que la proteina degrada dos fracciones de alto pesc molecular (240 y 220 kDa ) las
cuales corresponden a las cadenas o y [} de espectrina, dicho efecto se observé
con 10 ug después de 12 h de incubacion (Fig. 6A y B). Para determinar que se

trataba de las cadenas o y [ de la espectrina se realizé inmunotransferencia que

se reveld con anticuerpos especi

ificos contra espectrina. Los
gue Pic degrada la espectrina produciendo un producto de degradacion de 120
kDa Para determinar la participacion del motivo de serina proteasa en la
degradacion de la espectrina se utilizd PMSF (inhibidor de serina proteasas
especifico) Los resultados obtenidos confirmaron que el sitio activo de Pic que
participa en la ruptura de la espectrina es el motivo de serina proteasa. El ensayo

con anticuerpos anti Pic, mostrd que estos no neutralizan el efecto de degradacion

sobre las membranas, lo que sugiere que estos no bloquean el sitio activo de la

toxina
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EFECTO SOBRE CELULAS EN CULTIVO

Los ensayos de adherencia muestran que algunas cepas EAEC desprenden las
células, esto sugiere la participacion de productos con actividad citotoxica. Para
evaluar la participacion de Pic en el efecto citoidxico descrito, diferentes
concentraciones de la proteina se inocularon scbre monocapas de cultivos de
celulas Hela, HEp-2, CHO y Vero. Se cbservd desprendimiento celular a la
concentracion mas alta (50 pg/ml) a las tres h de incubacidn y un efecto citopatico
(alargamientc celular) sobre las células Vero con una concentracion de 20 ug/mi
después de 24 h de incubacion. Esta observacion plantea que Pic no posee
actividad citotoxica importante v que el efecto sobre los cultivos de células Vero
podria estar relacionado con la alta concentracion de toxina utilizada y el tiempo

prolongado de incubacion (Fig. 7 y 8).

ANALISIS DE HOMOLOGIA DE LA SECUENCIA ENTRE PIC Y OTRAS

SERINA PROTEASAS.

El analisis de la secuencia de Pic comparado con el de otras proteinas

asociadas con virulencia se realizd con el programa MegAlign (DNASTAR,
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Madison, WS) Los resultados confirmaron la homologia que presenta Pic con
Pet, EspP, EspC, SepA y Tsh, proteinas de la familia SPATE (Henderson y
cols, 1999) Sin embargo, nuestro analisis mostré que Pic ademas presenta
homologia con protefnas no inciuidas en esta familia, al respecto se observo
una identidad de 39.2% con Pet y del 50% con una proteina de alto peso
molecular (110kDa) llamada hemoglobina proteasa (Hbp), secretada por la
cepa de £ cofi EB1laislada de humano (Otto y cols, 1998). Esta proteina
presenta un motivo de serina proteasa el cual se encuentra localizado en el

mismo sitio descrito en Pic (Fig. 9).

ACTIVIDAD DE HEMOGLOBIN PROTEASA

La homologia con Hbp nos sugirio que Pic podria tener la misma actividad de
degradacion. Con hemogiobina humana como sustratc se observe gque Pic
degrada la molécula después de 4 h de incubacién Lo anterior se determind al
analizar la placa radiografica en la que se revelo el efecto y observar como
disminuia la emisidn de luz en el carril gue contenia la hemoglobina tratada con
Pic (Fig 10), comparado con un control de hemeoglobina bajo las mismas

condiciones pero no tratadas con la toxina El efecto se analizé ademas en un
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gel tenido con nitrato de plata, en el que se observa como las cadenas a y 3 de
fa hemoglobina se separan (Fig 11) Este efecto no fue observado en el control
de Hb sin tratar. Se analizd ademas si el efecto era dosis dependiente, al
respecto se observé que Ja degradacion de la hemoglobina era mas intensa a
mayocr concentracion de la toxina (Fig. 11). También se considerd llevar a cabo
un ensayo variando las concentraciones de hb (10, 20 y 30 ug) manteniendo
constante la concentracién de Pic (10 ug) (Fig 12) e incubando a diferentes
tiempos (1, 2, 4, 8, 12, 24 h). El resultado nuevamente mostro degradacion de
las cadenas de hb con mayor efecto a tiempos mas prolongados de incubacion
{Fig 13} Los datos en conjunto indican claramente que el efecto de Pic sobre

ia hb es tiempo y dosis dependiente { Fig 11y 13).

El ensayo de inactivacion del motivo de serina proteasa con PMSF confirmd la
participacion de dicho motivo en el efecto degradante de Pic sobre hemoglobina

(Fig. 14 ).
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UNION AL GRUPO HEMO.

La capacidad de unidn de Pic al grupc heme, fue analizado en un ensayc de
cromatografia de afinidad. Al utilizar altas concentraciones de Pic se observé un
efecto de saturacion de la hemina o que se determino al analizar la
'nmunctransferencia (Fig 15). Para conocer cual era la concentracion dptima para
evaluar la unién al grupo hemo se utilizaron diferentes concentraciones de Pic,
observandose que la concentracion optima era de 30 ng por cada 100 ul de

agarosa-hemina

RECEPTOR PARA EL. COMPLEJO Pic HEMINA.

Se utilizaron dos condiciones de cuitivo de la bacteria, para la deteccion del
posible receptor del complejo Pic-hemina El andlisis del perfil electroforético de las
proteinas de membrana externa de las cepas 042 y P56 no mostré diferencias
entre los cultivos en medio completo o depletado de fierro (Fig 16). Se identificd en
ambas bacterias (042 y P56) una proteina de membrana exterma de

aproximadamente 20 kDa a la cual se une el complejo Pic-hemina ( Fig. 17) El
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ensayo tambien mostrd que la union era especifica ya que los controles utilizados

(Pic scla y anticuerpos) no se unieron a dicha fraccién proteica
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CAPITULO VI

DISCUSION

EAEC es uno de los grupos patdgenos de £ coli cuya importancia clinica y
ta ampliamente demostrada. Estas bacterias se han relacionado
con cuadros de diarrea persistente con o sin sangre en paises en vias de
desarrollo como la India, Brasil y México (Bhan y cols, 1989, Wanke y cols, 1991,
Cravioto y cols, 1991). Los diferentes estudios muestran que las cepas EAEC
elaboran diferentes toxinas, proponiéndose gue estas son factores de virulencia
asociados con la patogénesis de la diarrea (Nataro y cols, 1998b). La toxina
llamada EAST1 (Entercaggregative stable toxin 1) fue la que primero se describio
en este grupo de bacterias (Savarino y cols, 1993), un segundo factor tdxico
identificado en EAEC fue reportado por Baldwin y cois (1992), este producto
presenta homologia con la region rix de la hemolisina de £ cofi No obstante que

ambas toxinas han sido identificadas en diferentes cepas de EAEC, hasta el
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momento no se ha demostrado su participacién en la induccidon de diarrea en
humanos En estudios realizado en nuestro iaberatorio se encontré que diferentes
cepas de EAEC elaboraban dos toxinas de alto peso molecular, de estas se
identificaron los genes que las codifican y se establecidé su refacién con diferentes
cuadres de diarrea Una de ellas (Pet) es una proteina de 104 kDa que se ha
identificado principalmente en cepas de EAEC aisladas de nifios con cuadros de
diarrea aguda y persistente. La otra toxina que se ha llamado Pic, tiene un peso
molecular de 114 kDa y se ha identificado preferente en cepas aisladas de nifios
que presentan diarrea con sangre (Hernandez y cols, 2001). El anélisis de las
secuencias de aminoacidos de ambas toxinas, mostré que presentan homologia
con el grupo de serina proteasas llamada SPATE, grupo que se ha identificado en
bacterias causantes de enfermedad en humanos. Los genes que codifican para Pic
son cromosomales vy se han identificado tanto en cepas de EAEC como en Shigefla
flexnen 2a En estudios previos con Pic se encontrd que esta proteina posee
propiedad hemaglutinante sobre eritracitos de diferentes especies, capacidad para
degradar la mucina, asi como de romper el complemento Se ha considerado gue
estas propiedades de Pic son factores importantes gque contribuyen a la

colonizacion de EAEC (Henderson y cols, 1999)

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que ademas de las

caracteristicas antes referidas Pic participa en la captacion y transporte de Fe™
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propiedad gue también esta relacionada con la actividad de colonizacion que se ha

asignado a Pic

Para establecer de manera contundente las propiedades biolégicas de Pic era
necesario trabajar con la proteina pura. El empleo de precipitacicnes con sales,
cromatografia liquida convencional y de alta presion permitid obtener un

compusasto con las caracteristicas requeridas para un producto unice (Fig. 1).

Aungue la metodologia utilizada para la purificacion fue satisfactoria, el
rendimiento fue bajo Lo anterior probablemente se relaciona con un proceso
de autodegradacidn de la proteina ya que el producto es una proteasa y
aunque se trabajo con condiciones para disminuir los efectos de degradacion,

el tiempo requerido para la purificacion fue prolongado.

E! analisis de la secuencia de aminoacidos del producto obtenido de la clona
P56, mostrd que esta correspondia a la reportada en el Genbank (AFQ97644),
para Pic Asi mismo el estudio de inmunogenidad y especificidad con
anticuerpos de conegjo preparados contra la toxina, fue altamente satisfactorio,

lo gque confirmd también que el productc obtenido era Pic la serina proteasa

identificada en las cepas EAEC.
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El puntc iscélectrico que se determind mediante isclelectroenfogque mostrd gue
la toxina purificada presentaba una unidad mayor con respecto al dato que se
predijo por la secuencia de aminoacidos (Henderson y cols, 1599). Lo anterior
podria deberse a que nosotros trabajamos con la proteina secretada y el valor
estimado por Henderson es el de ia proteina completa {146 kDa) El analisis
por isoelectroenfoque mostrd dos fraccicnes con pesos moleculares similares
(114 kDa) con una ligera variacion en el Pl (Fig 4 Y 5), que fueron
reconocidas por los anticuerpos policlonales especificos contra Pic (Fig. 5) El
resultado nos permite suponer que la proteina presenta cambios
postraduccionales (Bruce y cols, 1994), este hecho requiere ser corroborado,

para evaluar su contribucidon en la actividad de la enzima

Aungque Pic y Pet, presentan alta homologia, la actividad biologica de ambas es
diferente. Lo anterior se corroboro al analizar si Pic era capaz de degradar la
espectrina tal y como ha sido descrito para Pet (Villaseca y cols, 2000). El
ensayo de degradacion de espectrina realizado con Pic mostréd una actividad
menor gue la inducida por Pet, observdndose efecto solo a tiempos
proiongados (Fig. 6) Lo anterior sugiere que la espectrina nc es el sustrato
especifico de Pic y que la degradacidn observada podria estar relacionada mas

bien con la propiedad de proteasa que tiene la proteina



DISCUSION 58

La naturaleza de la diarrea y el dano intestinal observado en biopsias de
intestino infectado naturalmente con EAEC {Knuiton y cols, 1992, Hick y cols,
1986) muestran un efecto citopatico sobre los enterocitos, que sugiere la
participacion de una o varias citotoxinas. En ensayos previos en asa ligada de
rata en los que se inocularon Pet y Pic, se observo acumulacion de moco vy
darfio a las vellosidades intestinales que sugeria actividad citotdxica de estos
productos (Eslava y cols, 1993) En este trabajo al evaluar la actividad
citotdxica de Pic scbre diferentes lineas celulares, se encontrd que la proteina
sdlo causa efecto citopatico sobre células Vero a concentracionas altas vy
después de un periodo largo de incubacion. Estos resultados coinciden con
reportes previos, en los que se refiere que fragmentos de intestine colocados
en camaras de Using desafiados con Pic no presentan alteraciones en los
registros eléctrices, lo que confirma que la proteina no produce dano celular
(Navarro-Garcia y cols, 1998) Con respecto al dafio que pudiera ccasionar Pic
sobre el epitelio intestinal, sblo se ha establecido su participacion en la

colonizacidn atraves de su actividad de mucinasa (Henderson y cols, 1999)

Henderson y cols. (1999, 2001), refieren gue Pic presenta homologia con
miembros de la familia SPATEs, enitre los que se incluye Tsh hemoglobina-
hemaglutinina de cepas patogenas de £ colf aisladas de aves. Tsh a su vez

presenta homologia con Hbp hemaoglobin proteasa identificada en la cepa EB1
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de £ coli, presentando diferencias solo en los aminoacidos Q209K y A842T

(Otto y cols. 1998)

EB1 y otras cepas patdgenas de Escherichia coli son capaces de usar
hemoglobina como fuente de hierro, componente importante para el
metabolismo de fas bacterias Este metal puede ser adquirido atraves de
proteinas como los Sideréforos que compiten por el hierro libre, o por medio de
enzimas gue se unen al grupo hemo (Ofto y cols, 1988) En este trabajo
encontramos que Pic ademas de presentar identidad en la secuencia de
amincécidos con Hbp (50%), tiene una actividad semejante a la de esta ultima
toxina Los resultados obtenidos mostraron que Pic ademas de romper la
hemoglobina tiene la propiedad de unirse al grupe hemo (Fig. 15). La habilidad
de usar hemo como fuente de hierro. se considera como un determinante
importante de virulencia en £ coli (Wandersman y cols, 2000.) Aungue no
hemes observado que Pic tenga la propiedad de lisar eritrocitos consideramos
que la proteina tiene acceso a la hemoglobina vy al grupo hemo por la
participacion de una hemolisina o por el efecto que tiene Pet sobre el
citoesqueleto (Villaseca y cols, 2000). Una vez que Pic rompe la Hb vy tiene
acceso al grupo hemo se une y forma un complejo. Este ultimo requiere
regresar a la bacteria para que el grupo hemo sea internalizado, y por esta

propiedad EAEC pueda mantenerse cofonizando el epitelio intestinal por mas
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tiempo. Serratia marcescens presenta un sistema parecidoe al que hemos
oropuestc para Pic. Esta bacteria expresa un peptido de 19 kDa nombradgc
HasA (Heme acquisition system), que &s secretado por el sistema de transporte
ABC el cual tiene la capacidad de unirse al grupo hemo y una vez formado el
complejo HasA-hemo regresar a la bacteria, para finalmente unirse al receptor
de membrana HasR (Wandersman y cols, 2000) En Escherichia coli O157:H7 se
han reportado la expresion de una proteina de membrana externa de 70 kDa
cuanda la bacteria se encuentra en condiciones de inanicion de Fierro Esta
proteina que es similar a Shu (Shigella heme uptake) de Shigella dysenteriae, fija al
grupo hemo por lo gue se ha sugiriendo que estas proteinas son recepior en
ambas bacterias (Mills y cols, 1995) Reportes previos sefialan que dichos
receptares dependen del complejo de traduccion de energia TonB, ExbB vy
ExbD los cuales son muy conservados en la familia Enterobacteriacea (Larsen

y cols, 1996)

Nuesiras observaciones sugieren que Pic utiliza un mecanismo parecido al
descrito para Serratia. Lo anterior se apoya en el tamafio de la proteina (20
kDa), a la cual se une el complejo Pic-hemina, situacion gue no se presenta
con la hemina ni Pic solas Sin embargo, es importante sertalar que estos

resultados son preliminares y es necesario realizar nuevos ensayos con otros
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controles para poder confirmar los hallazgos En caso de tener resultados el paso
siguiente sera determinar la secuencia de la proteina para corroborar su funcién

especifica.

Asi mismo, es importante considerar que existe una gran diversidad de
sistemas propuestos para la captacion de fierro en E. coli. Tal es el caso de
ChuA de E coli 0157 H7 para el complejo Hb-hemina, FhuA o receptor de
ferricromato-hierro y FepA receptor de enterobactina ferrica (Moeck y cols,
2001; Clarke y cols, 2001), lo gue también plantea la necesidad de mayor

informacion al respecto para llegar a una conclusidn definitiva

Sin embargo, es importante mencionar para concluir gue la participacion de Pic
en la captacién v transporte de Fe', pudiera estar relacionada con la mayor
incidencia en la expresion de ia proteina en cepas aisladas de ninos con

cuadros de diarrea con sangre (Hernandez y cols, 2000}
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Fig. 4. Isoelectroenfoque SDS-PAGE 10%. Punto isoelectrico (7.2) de Pic.
Tincion con azul de Coomasie.
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Fig. 5. Western blot. Isoelectroenfoque de Pic revelado
con anticuerpos anti Pic obtenidos en conejo.
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Fig. 6A. SDS-PAGE (6%). Ensayo de Ia activiadad biolodgica de Pic sobre
membranas de eritrocitos de carnero con tiempos de incubacién a las 0, 3 y
6 horas.1) Marcador de pesos moleculares; 2, S y 8) control de membranas
de eritrocitos; 3, 6 y 9) Membranas de eritrocitos tratadas (10 ug) con Pic
(5 ug). 4,7y 10) Pic. Gel tefiido con azul de Coomasie.
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Fig. 6B. SDS-PAGE (6%). Ensayo de la activiadad biologica de Pic sobre
membranas de eritrocitos de carnero a diferentes tiempos de incubacion.

1) Marcador de pesos moleculares; 2, 5 y 8) control de membranas de
eritrocitos; 3, 6 v 9) Membranas de eritrocitos tratadas (10 ug) con Pic (5
ug). 4, 7y 10) Pic. Gel tefiido con azul de Coomasie.
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Kigura 7.- Microscopia fotonica de monocapas de células Vero tratadas con diferentes
concentraciones de Pic: A Control sin tratar; B 2.5 ug.; C 5.0 pg;; D 10 pg : E 20 e,
Las cclulas se incubaron 24 hrs en 5% de CO,, tincién con Giemsa, amplificacion 20X.



Figura 8 .- Microscopia fotdnica de monocapas de células Hlip-2 tratadas con diferentes
concentraciones de Pic: A Control sin tratar; B 2.5 pg; C 5.0 ng;; D 10 pg; E 20 ug.
Las células se incubaron 24 hrs en 5% de CQ,, tincion con Giemsa, amplificacion 20X.
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Fig. 10. SDS-PAGE visualizado por autoradiografia con
reactivo para quimiolumicencia. Actividad de hemoglobina
proteasa inducida por Pic.. 1) Control hemoglobina humana;
2) Efecto de Pic sobre Hb humana (10/10ug), la mezcla se
incubo 3 horas a 37°C.
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Fig.11 . SDS-PAGE (10%) tincién con plata. Efecto de diferentes
concentraciones de Pic sobre Hb humana. 1) Marcador de pesos
molcculares; 2) Control de Hb (10ug); 3-8) Hb (10ug) incubada
durante 3 horas con 40,20,10,5,2.5 y 1.25 ng de Pic.
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Fig.12. SDS-PAGE 10%, tincion de plata. Efecto de Pic
con diferentes concentraciones de Hb. Carriles 1,3 y 5
hemoglobina (10,20 y 30 pg) sin tratar. Carriles 2,4,6 Hb
(10, 20, y 30 ug) incubada con Pic (10 ug).
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Fig. 13. Actividad de hermoglobin proteasa de Pic. SDS-PAGE
(10%).Carril 1. Marcador de pesos moleculares. Carril 2, 3, 4, 5, 6,
7y & Pic/Hb ( 10/10 pg) a diferentes tiempos 0,1, 2, 4, 8, 12 v 24
horas. Carril 9. Control de Pic (10 ug)
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Fig. 14. PAGE (10%) tincién con plata. Ensayo de inhibicion y
neutralizacion de la actividad de homoglobina proteasa de Pic con
PMSF y anticuerpos policlonales anti- Pic. 1) Marcador de pesos
moleculares; 2) Control de Hb humana (10ug); 3) Actividad de
hemoglobin proteasa de Pic (10ug/10ug); 4) Inhibicién del efecto
degradante con PMSF; 5) Neutralizacioén con anticuerpos.
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042 P56

Fig 16. Perfil electroforético de proteinas de membrana externa de
las cepas 042 y P56 cultivadas en caldo luria completo (2, 4) y

depletado de Fe'" (3, 5).Carril 1, marcador de pesos molecualres.
SDS-PAGE 15%, tefiido con plata.




"BW 9°()
eutwap] (D £ Sw ¢ 1 014 (g “(Sw 9°0/S 1) eurway-o1g ofe[dwiod (v : 34 sp opei[dap eum]
OIPAUI US SOANND { A 7 SI[LIIED ‘BLIN| OP[BD U SOAT)ND SO[ B USPUOdsarIod ¢ A | $9[1LiBd SO7]
A ¢ SOLLIRD 9CJ A 7 K [ so[uued gy sedad sef op BUIIX? BURIQIISW 3p seujaloxd sey ap
BIDUSIAJSUBIIOUNWIU] "BUTWOY-01J ofo[dwoo [op oueLIoweq 101da0al [op UQL01d( LISIg

C I

Gl

ki

d




